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Zusammenf as sung 



Die Erfindung bezieht sich auf eine Mikroskopanordnung, um- 
fassend eine Beleuchtungsquelle (1), optische Baugruppen 
zur Erzeugung eines Beleuchtungsstrahlengangs, ein Objektiv 
(21) , durch das der Beleuchtungsstrahlengang auf eine Probe 
(20) gerichtet ist, die sich in der Objektebene des Objek- 
tivs (21) oder in deren Nahe befindet, sowie optische Bau- 
gruppen zur Erzeugung eines . auf die Empf angsf lache einer 
Kamera (22) gerichteten Abbildungsstrahlengangs . 

Erfindungsgemafi ist bei einer' solchen Mikroskopanordnung 
eine Homogenisierungseinrichtung (5) zur VergleichmaMgung 
der Intensitat des Beleuchtungslichts vorhanden, das auf 
den zu untersuchenden Probenabschnitt trifft. 

> 

Mit der Homogenisierungseinrichtung (5) wird vorteilhaft 
erreicht, dafi die Objektebene der Mikroskopanordnung und 
damit der sich in der Objektebene oder in deren Nahe befin- 
dende Teilabschnitt einer Probe (20) homogen ausgeleuchtet 
wird und dadurch eine verbesserte Qualitat der Abbildung 
dieses Probenabschnitts erzielt wird, was eine hohere Mefi- 
genauigkeit und im Ergebnis dessen eine hShere Reproduzier- 
barkeit zur Folge hat. 



Fig.l 
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Mikroskopanordnung 

Die Erfindung bezieht sich auf eine Mikroskopahordnung, um- 
fassend eine Beleuchtungsquelle, optische Baugruppen zur 

5 Erzeugung eines Beleuchtungsstrahlengangs, ein Objektiv, 
durch das der Beleuchtungsstrahlengang auf eine . Probe ge- 
richtet ist, die sich in der Objektebene des Objektivs oder 
in deren Nahe befindet, sowie optische Baugruppen zur Er- 
zeugung eines auf die Empf angsf lache einer Kamera gerichte- 

0 ten Abbildungsstrahlengangs. 

Mikroskopanordnungen, insbesondere zur Auf lichtmikroskopie 
im Zusammenhang mit radiometrischen Messungen an der Ober- 
f lache von Biochips, sind an sich bereits bekannt. Derarti- 
15 gen Anordnungen liegen im wesentlichen zwei unterschiedli- 
che Funktionsprinzipien zugrunde. 

So sind beispielsweise Laserscanningmikroskope bekannt, bei 
denen lediglich eine kleine Flache von einigen ym 2 der Pro- 
20 be beleuchtet wird und demzufolge im Augenblick der Be- 
leuchtung auch nur dieselbe kleine Flache auswertbar ist. 
Um bei der Auswertung Falschlicht zu \mterciracken und die 
Abbildungsgtite zu- erhohen, werden „konfokale^ Scanverf ahren 
angewendet, indem in den Mikroskopstrahlengang Lochblenden 
25 gestellt werden. 

Nachteil der Laserscanningmikroskopie insbesondere bei Bio- 
chip-Untersiichungen ist die Gefahr des Ausbleichens auf- 
grund der hohen Intensitat der auf die kleine betrachtete 
30 Flache fokussierten Laserstrahlung. Aufierdem ist die Wahl 
.der Wellenlange des Beleuchtungslichts stark eingeschrankt . 
Weiterhin erfordern Laserscanner mechanisch bewegte Bau- 
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15 



gruppen, wie beispielsweise galvanische Scaneinrichtungen, 
was einen verhaltnismaflig hohen mechanischen VerschleiB und 
auch hohen Just age auf wand zur Folge hat. Nachteilig ist 
auch die geringe Quantenef f izienz des Detektors, der in der 
Regel als Fotomultiplier ausgebildet ist, wovon insbesonde- 
re Beleuchtungslicht mit Wellenlangen oberhalb von 600 nm 
betroffen ist. 

Ein weiteres Prinzip beruht auf der Weitf eld-Detektion. Da- 
bei wird ein grofif lachigeres Feld auf der Probe ausgeleuch^" 
tet, und mittels eines Obj'ektivs und gegebenenf alls weite- 
rer Optiken wird ein entsprechender Abschnitt der Probe 
auf einen ortsauf losenden Empfanger, beispielsweise eine 
CCD-Kamera, abgebildet. 



Sofern es sich dabei urn f luoreszenzmikroskopische Untersu- 
chungen handelt, sind in den Beleuchtungs- bzw. Anregungs- 
strahlengang und in den Detektions- bzw. Fluor eszenzstrah- 
lengang Spektralf ilter gestellt, die fur Licht der jeweili- 
20 gen WellenlSnge durchlassig sind. 

Nachteiligerweise ist die Qualitat von Bild zu Bild inner- 
halb einer Bildfolge, die mit einer der bisher bekannten, 
mit einer Kamera arbeitenden Mikroskopanordnungen von einer 
25 Probenoberflache aufgenommen wird^ nicht ausreichend 
gleichmafiig, so dafi sich beim Aneinanderftigen mehrerer Ka- 
merabilder eine kachelartige Struktur im Gesamtbild. ergibt. 
Insbesondere beim Auslesen von Biochips ist dieses Aneinan- 
derfUgen von Bildern jedoch unerlafilich, und die kachelar- 
30 tige Struktur ist im Hinblick auf eine genaue Auswertung 
unbedingt zu* vermeiden. 



Q 
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Weiterhin ist nachteilig/ dafi die Gleichmafligkeit der Aus- 
leuchtung des Objektfeldes bzw. des abzubildenden Probenab- 
schnittes fur hochgenaue Untersuchungen nicht ' ausreicht und 
auflerdem die begrenzte Lebensdauer der Beleuchtungsguellen 
5 bzw. deren Wartung und wiederholt notwendige Justage eine 
kontinuierliche Bewertung wechselnder Proben, wie dies bei- 
' spielsweise bei Messungen von Biochips mit hohem Durchsatz 
erforderlich ist, behindert. 

• 0 Eine weitere St5rquelle sind unerwunschte Reflexe im Be- 
leuchtungs- und Abbildungsstrahlengang. 

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
eine Mikroskopanordnung, die nach dem Prinzip der Weitfeld- 
15 Detektion arbeitet, dahingehend weiterzubilden, daB Mefier- 
gebnisse mit hdherer Genauigkeit erzielt werden, als dies 
im bishe'rigen Stand der Technik mSglich ist. 

Erfindungsgemafl ist bei einer solchen Mikroskopanordnung 
eine Homogenisierungseinrichtung zur Vergleichmafiigung der 
Intensitat des Beleuchtungslichts, das auf den zu untersu- 
chenden Probenabschnitt trifft, vorhanden. 

Mit der Homogenisierungseinrichtung wird vorteilhaft er- 
reicht, daii die Objektebene der Mikroskopanordnung und da- 
mit der sich in der Objektebene oder in deren Nahe befin- 
dende Teilabschnitt einer Probe homogen ausgeleuchtet und 
dadurch eine verbesserte Qualitat der Abbildung dieses. Pro- 
benabschnitts erzielt wird, wodurch im Ergebnis schlieBlich 
eine hohere quantitative Mefigenauigkeit zu bestimmender In- 
tensitatswerte erzielt wird. 
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Als Beleuchtungsquellen kommen Halogenlampen, Bogenlampen, 
LED' s und Laser in Betracht, die Licht im sichtbaren, im 
• UV- vind/oder im IR-Spektralbereich emittieren. 

5 Die Homogenisierungseinrichtung ist vorteilhaft als Licht- 
leiter ausgebildet, welcher eine der Beleuchtungsquelle z.u- 
gewandte Einstrahlf lache und eine dem Objektiv zugewandte 
Abstrahlf lache fur das Beleuchtungs licht aufweist. Dabei 
kann der Lichtleiter als innen verspiegelter Hohlstab, als 
0 innen total-ref lektierender, transparenter Vollstab, als \\) 
Flussigkeitslichtleiter oder ■ auch in Form . eines Glasfaser- 
btindels ausgeftihrt sein. 

Besteht der Lichtleiter aus einem Glasf aserbtindel, so 1st 
15 es empfehlenswert, die Abstrahlf lache selbst als Licht- 
streuscheibe auszugestalten oder der Abstrahlf lache eine 
Lichtstreuscheibe nachzuordnen, die Lichtstreuscheibe un- 
scharf in die Objektebene abzubilden und dadurch die Aus- 
leuchtung zu homogenisieren. 

20 

Der optisch wirksame Querschnitt des Lichtleiters kann ent- Q 
weder kreisrund, quadratisch oder rechteckig ausgeftihrt 
sein. Weiterhin kann der Lichtleiter so ausgestaltet sein, 
dafi die Einstrahlf lache, die Abstrahlf lache oder auch beide 
' 25 dieser Flachen mit einer Mikrolinsenstruktur versehen sind, 
wobei eine Vielzahl runder, quadratischer, waben'f ormiger 
oder zylinderfSrmiger Mikrolinsen auf der jeweiligen Flache 
nebeneinander angeordnet sind und jede dieser Linsen einen 
Linsenradius von etwa 100 im bis 1000 pm senkrecht zur op- 
30 tischen Achse des Beleuchtungsstrahlengangs hat. 
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Die Homogenisierung der Strahlungsintensitat erfolgt, indem 
das Licht innerhalb des Lichtleiters durch Reflexion fort- 
geleitet wird und dabei aufgrund der Vielf achref lexionen 
einzelner Strahlungsanteile an der innen hochref lektieren- 
den Wandung eine Durchmischung erfahrt. Dadurch wird uber 
den Lichtweg im Lichtleiter hinweg eine Vergleichmafiigung 
der Strahlungsintensitat, auf den Strahlquerschnitt bezo- 
gen, erzielt. 

Wird zusatzlich noch die Ein- und/oder die Abstrahlf lache 
mit einer Mikrolinsenstruktur versehen, wird das : Beleuch- 
tungslicht beim Durchgang durch diese Struktur in eine der 
Vielzahl der Mikrolinsen entsprechende Anzahl von Teil- 
strahlen auf gespaltet, wodurch eine noch bessere Durch- 
mischung bzw. Homogenisierung der Intensitatsverteilung er- 
zielt wird. 

Dabei mufl die Mikrostruktur nicht, wie beispielhaft darge- 
stellt, auf der Ein- und/oder Abstrahlf lache vorhanden 
sein, sondern es ist denkbar und fuhrt zu vergleichbar gu- 
ten Ergebnissen, wenn die Mikrolinsenstruktur auf gesonder- 
ten optischen Bauelementen vorhanden ist und diese der Ein- 
strahlflache "vorgeordnet und/oder der Abstrahlf lache nach- 
geordnet sind. 

ImRahmen der Erfindung liegt es auch, die Homogenisierung 
durch gekreuzte Mikrozylinderlinsen zu erzielen, wobei 
zwei im Beleuchtungsstrahlengang aufeinander folgende opti- 
sche Bauelemente mit Mikrozylinderlinsen strukturiert sind, 
deren Langsrichtungen senkrecht zur optischen Achse des Be- 
leuchtungsstrahlengangs orientiert sind, wobei jedoch die 
Langsrichtung der Mikrozylinderlinsen auf dem einen Bauele- 
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merit mit der Langsrichtung der Mikrozylinderlinsen auf dem 
anderen Bauelement einen Winkel von 90° einschlieflt. 

Urn die homogenisierte Bel'euchtungsstrahlung ftir die Abbil- 
dung der Probe nutzbar zu machen, sind Mittel zur Abbildung 
der Abstrahlf lache der Homogenxsierungseinrichtung in die 
Feidblendenebene der Mikroskopanordnung vorges'ehen sowie 
Mittel zur Abbildung der Feidblendenebene in die Objektebe- 
ne. Damit wird erreicht, dafl das an der Abstrahlf lache ho- 
mogenisiert austretende Beleuchtungslicht mit vergleichma- 
iiigter Intensitatsverteilung in die Objektebene gelangt. 

In einer vereinf achten Ausftlhrung wird die Abstrahlf lache 
der Homogenisierungseinrichtung nicht -. in die Feldblendene- 
15 bene abgebildet, sondern direkt in der Feidblendenebene 
bzw. in deren unmittelbarer Nahe positioniert . Hierdurch 
ist eine Reduzierung der Anzahl an optischen Baugruppen 
moglich. 

20 In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung 

ist vorgesehen, dafl die optisch wirksame Flache einer in ,7^ 
der Feidblendenebene angeordneten Feldblende streif enartig 
oder schachbrettartig strukturiert ist, wobei in der Struk- 
tur transparente und intransparente Teilfl&chen alternie- 
25 ren. In diesem Fall ist unmittelbar vor der Feldblende ein 
Shutter zur teilweisen Abblockung des Lichts angeordnet.- 
Der Shutter ist vorzugsweise ansteuerbar und dient zur Ver- 
dunklung auswahlbarer Flachenbereiche der Feldblende. Damit 
wird insbesondere erreicht, dafi ein gegebenenf alls vorhan-, 
30 dener Autof okussensor nicht von gestreutem Anregungslicht 
•Uberstrahlt wird. 
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Eine so strukturierte Feldblende wird beispielsweise er- 
zeugt, indem die gewunschte streifenr oder schachbrettarti- 
' ge Struktur zunachst als Metallschicht auf eine Glasplatte 
aufgedampft und dann eine zweite Glasplatte auf diese 
5 Struktur aufklebt wird. Die beiden nach auBen, zur Luft hin 
hingerichteten Grenzflachen der Glasplatten werden vorzugs- 
weise entspiegelt. 

In einer ebenfalls bevorzugten Ausfuhrung der erf indungsge- 
mafien Mikroskopanordnung ist der Feldblende im Beleuch- 
f&P tungsstrahlengang ein erster teildurchlassiger Umlenkspie- 
gel nachgeordnet, von dem der Oberwiegende Teil des Be- 
leuchtungslichts durcK einen den Beleuchtungsstrahlengang 
parallelisierenden Bel euchtungs tubus hindurch und nachfol-- 
15 gend je nach Anwendungsf all noch durch ein Spektralf ilter 
zur Auswahl eines zur Anregung vorgesehenen Spektralanteils 
auf einen Farbteiler, beispielsweise einen dichroitischen 
Spiegel, oder einen teildurchlassigen Spiegel trifft und 
von dessen Teilerflache durch das Objektiv hindurch auf die. 
20 Probe gelenkt wird. 

jv« ' Ein an dem vor dem Bel euchtungs tubus angeordneten teil- 
transparenten Umlenkspiegel abgezweigter geringerer Teil 
des Beleuchtungsstrahlengangs kann beispielsweise auf einen 
25 Monitordetektor gerichtet sein, der zur Kontrolle der In- 
tensitat des Beleuchtungslichts dient. Das Aus gangs signal 
des Monitordetektors kann dann zur Nachregelung oder Nor- 
mierung der Intensitat genutzt werden. 

30 Von der Probe tritt das reflektierte oder, im Falle der 
Fluoreszenzmikroskopie emittierte Licht wieder durch das 
Objektiv, passiert den Farbteiler bzw. den teildurchlassi- 

- 7 - 
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gen Spiegel sowie ein nachgeordnetes zweites Spektralfil- 
ter, das far das Emissions- bzw. Ref lexionslicht durchlas- 
sig ist, und gelangt anschlieBend durch einen Abbildungstu-' 
bus hindurch zu der Kamera. 

5 

Vorteilhaft sind der Beleuchtungstubus und der Abbildungs- 
tubus aus identischen optischen Baugruppen ausgefuhrt, wo- 
durch die Herstellungskosten gering gehalten werden konnen.. 
Aufierdem ist.es so moglich, die Mikroskopanordnung mit ei- 
0 ner definierten optischen Schnittstelle zur Kopplung des Q 
Objektivs sowohl mit dem Beleuchtungs- als auch mit dem Ab- 
bil dungs tubus zu versehen. Dies hat den Vorteil, daB ver- 
schiedene Objektive in einfacher Weise bei geringem Justa- 
geaufwand gegeneinander ausgetauscht und je nach Wahl Ob- 
15 jektive genutzt werden k5nnen, die entweder ein hohe opti- 
sche Auflosung von kleiner 1 pm ermoglichen oder ein grofies 
Objektfeld mit bis zu einigen Zentimetern Durchmesser aus- 
leuchten. 

20 Zu diesem Zweck sind mindestens zwei Objektive, die sich 
bezliglich ihrer optischen Eigenschaf ten unterscheiden, auf 
einer Wechseleinrichtung, bevorzugt einem Obj ektivrevolver , 
angeordnet. 

25 AuBerdem ist vorgesehen, dafi dem Objektiv bzw. den Objekti- 
veri jeweils ein abnehmbares Ausgleichsglas vorgeordnet ist, 
wodurch wahlweise mit Ausgleichsglas auf einer dem Objektiv 
zugewandten Luf t/Festkorper-Grenzf lache an der Probe oder, 
ohne Ausgleichsglas, durch einen transparent en Probentrager 

30 hindurch gemessen werden kann. - - 
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Weiterhin ist vorteilhaft vorgesehen, dafi die Flachennorma- 
len der Spektralf ilter im Beleuchtungs- und/oder im Abbil- 
dungsstrahlengang mit der optischen Achse des jeweiligen 
Strahlengangs einen Winkel im Bereich von 1° bis 20°, be- 
5 vorzugt von 5°, einschliefien. Diese Neigung gegen die je- 
weilige optische Achse verhindert, dafi Falschlicht zur Aus- 
wertung gelangt, wobei insbesondere die Neigung des Spek- 
tralfilters im Beleuchtungsstrahlengang im Hinblick auf ei- 
ne Autofokussiereinrichtung von Bedeutung ist, wie weiter 
10 unten noch naher erlautert wird. 

Vorteilhaft ist vorgesehen, dafi das Spektralf ilter im Be- 
leuchtungsstrahlengang und das Spektralf ilter im Abbil- 
dungsstrahlengang gemeinsam mit dem Farbteiler als Filter- 
15 wtirfel ausgebildet sind. Dieser Filterwurfel kann in ergan- 
zender Ausgestaltung mit mindestens einem weiteren Filter- 
wtirfel, der sich vom ersten Filterwurfel hinsichtlich der 
gefilterten Wellenlangen, bei der Fluoreszenzmikroskopie 
zum Beispiel hinsichtlich der Anregungs- und Emissionswel- 
20 lenlangen unterscheidet, auf einer Wechseleinrichtung ange- 
ordnet sein, die beispielsweise als Wechselrad ausgebildet 
ist. 

Im Rahmen der Erfindung liegt es weiterhin, dafi in den Be- 
25 leuchtungsstrahlengang ein gegen die optische Achse des Be- 
leuchtungsstrahlengangs geneigtes Graufilter einschwenkbar 
ist, wobei die Flachennormale des Graufilters mit der opti- 
schen Achse des Beleuchtungs strahlengangs einen Winkel im 
Bereich von 5° bis 15° einschliefit. Dieses Graufilter dient 
30 zur Abschwachung der Strahlung, wobei die Neigung des Fil- 
ters gegen die optische Achse verhindert, dafi von der Ein- 
trittsflache des Graufilters zuviel Beleuchtungs licht zur 
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Beleuchtungsquelle zurtickref lektiert und dadurch eine unzu- 
lassige Aufheizung die Beleuchtungsquelle vermieden wird. 

Als besonders vorteilhaft ist eine Ausgestaltung zu bewer- 
5 ten, bei der die Beleuchtungsquelle uber eine ISsbare me- 
chanische Verbindung mit den ubrigen Baugruppen der Mikro- 
skopanordnung gekoppelt ist. Da die Beleuchtungsquelle auf- 
grund der Homogenisierungseinrichtung von den ubrigen opti- 
schen Baugruppen, die der Erzeugung des Beleuchtungsstrah- 
0 lengangs .dienen, entkoppelt ist und' die mit der Homogeni- O 
sierungseinrichtung erreichte gleichmafiige Intensitatsver- 
teilung im Beleuchtungsstrahlengang auch dann erhalten 
bleibt, wenn die Beleuchtungsquelle gewechselt wird, ist 
die technische Grundlage fUr die justagefreie Auswechslung 
15 verschiedener Beleuchtungsquellen gegeneinander gegeben. 

Dabei konnen sich die ausgewechselten Beleuchtungsquellen 
sowohl hinsichtlich der technischen Ausstattung (Halogen- 
lampe, Bogenlampe, LED usw.) als auch hinsichtlich der Wel- 
20 lenlangen des abgestrahlten Lichts (VIS, UV, IB.) unter- 

scheiden. .3 

Weiterhin besteht eine Ausfuhrungsoption darin, das Objek- 
tiv auf einer Geradfuhrung in Richtung seiner optischen 
25 Achse verschiebbar anzuordnen und zu diesem Zweck mit einer 
motorisch angetriebenen Stelleinrichtung zu koppeln. Die 
Verschiebbarkeit des Objektivs in Richtung der optischen 
Achse ist zur Veranderung des Abstandes zwischen der Probe 
land dem Objektiv und damit zur Fokussierung nutzbar. 

30 

So ist optional eine Autofokussiereinrichtung vorgesehen, 
die einen Autof okussensor, eine Autof okusaktorik sowie Mit- 
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tel zur Einkopplung eines Autofokus-Laserstrahls in den Be- 
leuchtungsstrahlengang umfaBt. 

Die Kamera kann wahlweise als CCD- oder als CMOS-Kamera 
ausgebildet sein. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung der erf indungsge- 
maBen Mikroskopanordnung ist die optische Achse des Objek- 
tivs senkrecht zur Schwerkraf trichtung ausgerichtet . Da- 
durch konnen sich Luftblasen, die sich haufig an 
Glas/Fltissigkeits-Grenzflachen kartuschenartiger Proben ab- 
setzen, oberhalb des Flussigkeitspegels sammeln. Sie ver- 
falschen dann nicht mehr die Abbildung, wodurch die MeBge- 
nauigkeit weiterhin erhOht wird. 

Zur Aufnahme der Probe ist ein in den Koordinatenrichtungen 
X und/oder Y senkrecht zur optischen Achse des Objektivs 
verstellbarer Probentisch vorgesehen. Der Probentisch kann 
vorteilhaft mit einem Piezoantrieb und/oder mit eiiiem Spin- 
delantrieb gekoppelt sein. Bevorzugt ist zur Verstellung 
des Probentisches in der Koordinatenrichtung X der Piezoan- 
trieb und zur Verstellung des Probentisches in der Koordi- 
. natenrichtung Y, die bevorzugt .der Schwerkraftrichtung ent- 
spricht, der Spindelantrieb vorgesehen. 

AuBerdem kann der Probentisch mit einer Nivelliereinrich- 
tung gekoppelt sein, die zur Einstellung der Neigung der 
Probenoberflache relativ zur optischen Achse des Objektivs 
dient. Die Probe ist mittels eines Probenhalters auf dem 
Probentisch angeordnet, wobei der Probenhalter und der Pro- 
bentisch ldsbar miteinander verbunden sind. 
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Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbei- 
spielen naher erlautert. In den zugehorigen Zeichnungen 
zeigen: 

Fig.l das Grundprinzip der Erfindung anhand einer Mi- 

kroskopanordnung ftir die Fluoreszenzmikroskopie, 
wobei die Homogenisierungseinrichtung als Voll- 
glasstab ausgebildet ist, 
Fig. 2 das Grundprinzip der erf indungsgemafien Mikrosko- 

panordnung, bei dem die Homogenisierungseinrich- i^) 
tung flexibel als Glasf aserbtindel ausgebildet 
'ist, 

Fig. 3 das Grundprinzip der erf indungsgemafien Mikrosko- 

panordnung, bei dem die Homogenisierungseinrich- 
15 tung aus zwei optischen Elementen besteht, 

Fig. 4 eine in die erf indungsgemafien Mikroskopanordnung 

integrierte Autof okussiereinrichtung, 
Fig. 5 das Prinzip der Autof okusaktorik innerhalb der 

erfindungsgemafien Mikroskopanordnung, 
20 Fig- 6 eine besonders im Hinblick auf die Autof okussie- 

rung vorteilhafte Ausgestaltungsvariante der er- ^ 
findungsgemafien Mikroskopanordnung, 
Fig. 7 die Neigung der Flachennormalen eines Spektral- 

filters gegen die optische Achse des Abbildungs- 
25 strahlengangs, 

Fig. 8 die Kopplung des Probentisches der erf indungsge- 

mafie Mikroskopanordnung an eine Antriebseinrich- 
tung, 

Fig. 8a die Antriebseinrichtung ftir den Probentisch, der 

30 in den Koordinatenrichtungen X und Y senkrecht 

zur optischen Achse des Objektivs verstellbar 
ist, wobei die optische Achse des Objektivs 
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senkrecht zur Schwerkraf trichtung ausgerichtet 
ist, 

Fig. 8b einen Blick in Richtung A aus fig. 8a auf die 

Probe, 

5 Fig. 9 die Ausrichtung einer kartuschenartigen Probe, 

die ein Reservoir fur eine Flttssigkeit aufweist, 
in der erf indungsgemafien Mikroskopanordnung. 

In Fig.l ist das Grundprinzip der Erfindung anhand einer 
10 Mikroskopanordnung fur die Fluoreszenzmikroskopie darge- 
I stellt. 

Dabei ist eine Beleuchtungsquelle 1 vorgesehen, die bei- 
spielsweise Licht im sichtbaren, im UV- und/oder im IR- 
15 Spektralbereich emittiert. In besonderen Ausflihrungen kann 
die Beleuchtungsquelle 1 -mehrere gesondert ansteuerbare 
Strahlungsquellen umfassen, die Licht in verschiedenen Wei- 
lenlangenbereichen emittieren. 

20 Zur Formung eines Beleuchtungsstrahlengangs entlang der op- 
tischen Achse 2 sind der Beleuchtungsquelle 1 ein Graufil- 
ter 3, eine erste optische Baugruppe 4, eine Homogenisie- 
rungseinrichtung 5 und eine zweite optische Baugruppe 6 
nachgeordnet . 

25 

Wie zeichnerisch ahgedeutet, schliefit die Normale • auf die 
Lichteintrittsf lache 7 des Graufilters mit der optischen 
Achse 2 des Beleuchtungsstrahlengangs einen Winkel im Be- 
reich von 5° bis 15°, bevorzugt von 5° ein, so dafl der von 
30 der Lichteintrittsflache 7 reflektierte Anteil des Beleuch- 
tungslichts nicht oder nur in einem geringen MaBe in sich 
bzw. zur Beleuchtungsquelle 1 zuruckref lektiert wird, wo- 
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durch vermieden wird, daB sich die Beleuchtungsquelle 1 zu 
sehr aufheizt. 

Das Graufilter 3 selbst dient zur Abschwachung der Beleuch- 
tungsstrahlung und ist vorteilhaf terweise auf einer 
Schwenkeinrichtung angeordnet, die es ermSglicht, das Grau- 
filter 3 nach Bedarf in den Beleuchtungsstrahlengang ein- 
bzw. aus diesem herauszuschwenken. Die Schwenkeinrichtung 
ist zeichnerisch nicht dargestellt. 

© 

Optional kann auch vorgesehen sein, mehrere Graufilter 3, 
die aufgrund unterschiedlicher Transparenz in der Lage 
sind, das Beleuchtungslicht mehr oder weniger abzuschwa- 
chen, auf einem Wechselrad anzuordnen, so daB es moglich 
ist, wahlweise je nach gewtinschter Abschwachung eines die- 
ser Filter in den Beleuchtungsstrahlengang zu stellen. Die 
Wechseleinrichtung ist zeichnerisch nicht dargestellt, be- 
zuglich ihrer Bauweise jedoch aus dem Stand der Technik be- 
kannt . 

Die Homogenisierungseinrichtung 5 ist in dem Ausfuhrungs- • 
beispiel nach Fig.l als innen total-ref lektierender, trans- 
parenter Vollglasstab mit rechteckigem Querschnitt ausge- 
fuhrt. 

Die Homogenisierungseinrichtung 5 weist eine Einsttahlf la- 
che 8 und eine Abstrahlflache 9 auf. Das durch die Ein- 
strahlflache 8 in die Homogenisierungseinrichtung 5 eintre- 
tende Licht wird auf dem Weg durch die Homogenisierungsein- 
richtung 5 vielfach nach innen total-ref lektiert, was zu 
einer Durchmischung einzelner Strahlungsanteile fuhrt und 
zum Ergebnis hat, dafl das Beleuchtungslicht an der Ab- 
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strahlflache 9 mit weitestgehend gleichmafiig verteilter In- 
tensitat austritt. 

Anstelle' des Vollstabes . kann auch ein innenverspiegelter 
Hohlstab vorgesehen sein, wobei statt der Totalref lexion 
normale Reflexion an den verspiegelten Innenflachen auf- 
tritt. 

Die erste optische Baugruppe 4 hat die Aufgabe, das von der 
Beleuchtungsquelle 1 kommende Licht moglichst verlustfrei 
auf'die Einstrahlf lache 8 zu fokussieren. Die zweite opti- 
sche Baugruppe 6 dient dazu, die homogen leuchtende Ab- 
strahlfiache 9 in die Feldblendenebene 10 der Mikroskopan- 
ordnung abzubilden. 

-In der Feldblendenebene 10 befindet sich eine. Feldblende 
11, die mit Hilfe von transparenten und intransparenten 
Flachenabschnitten eine Ausleuchtung des Objektfeldes mit 
hohem Kontrast ermSglicht. Unmittelbar vor der Feldblende 
11 ist ein Shutter 12 angeordnet, der dazu dient, je nach 
Ansteuerung ausgewahlte Teilbereiche der Feldblende 11 zu 
verdunkeln. Hierdurch' wird die Uberstrahlung des Autofokus- 
sensors 32 mit zu viel von der Probe 20 ref lektiertem Anre- 
gungslicht vermieden. 

Die Ansteuerung des Shutters 12 erfolgt uber einen- Rotati- 
onsmotor 13, der es ermdglicht, unterschiedliche Shutter- 
Einstellungen in den Beleuchtungsstrahlengang einzubringen, 
wodurch die Oberstrahlung des Autof okussensors 32 mit zu 
viel von der Probe 20 ref lektiertem Ahregungs licht effektiv 
verhindert werden kann. 
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Der Feldblende 11 ist ein teiltransparenter Umlenkspiegel 
14 nachgeordnet, durch den ein lib erwie gender Strahlungsan- 
teil 2.1 des* Beleuchtungsstrahlengangs in Richtung auf ei- 
nen Beleuchtungs tubus 15 gelenkt wird. Ein geringerer 
5 Strahlungsanteil 2.2 des Beleuchtungsstrahlengangs tritt 
durch den teiltransparenten . Umlenkspiegel 15 hindurch und 
trifft auf einen Monitordetektor 16, der zur Kontrolle der 
Intensitat des Beleuchtungslichts dient. 

|0 Der Monitordetektor 16 kann mit einer Anzeigeeinrichtung 
' ftlr die Strahlungsintehsitat und/oder Ober eine Auswerte- 
schaltung mit einer Nachstelleinrichtung zur Veranderung 
der Strahlungsintensitat verbunden sein, wobei die Strah- 
lungsintensitat des von der Beleuchtungsquelle 1 ausgehen- 
15 den Lichts beispielsweise uber die Betriebsspannung beein-. 
flufit werden kann. Die Ruckkopplung des Signalausgangs des 
.Monitordetektors 16 zur Beleuchtungsquelle 1 ist zeichne- 
risch nicht dargestellt, kann jedoch in einer aus der Rege- 
lungstechnik bekannten Weise vorgenommen werden. 

20 

Beim Durchtritt durch den Beleuchtungstubus 15 wird der 
} Strahlungsanteil 2.1 parallelisiert und trifft dann auf ei- 
nen nachgeordneten Filterwiirfel 17. Der Filterwttrf el 17 ist 
eintrittsseitig mit einem ersten Spektralf ilter 18 verse- 
25 hen, das dafur sorgt, dafi nur Beleuchtungslicht mit Wellen- 
langen zum Strahlteiler 19 des FilterwUrf els 17 gelangt, 
die zur Anregung einer Probe 20 vorgesehen sind. 

Das ausgewahlte Anregungslicht wird von dem Strahlteiler 
30 19, der bevorzugt als teildurchlassige Platte ausgebildet 
ist, in Richtung auf die Probe 20 umgelenkt, tritt dabei 
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durch ein tibjektiv 21 hindurch und wird durch dieses auf 
die Probe 20 fokussiert. 

Die Probe 20 wird zur Fluoreszenz anger egt. Das von der 
5 Probe 20 kommende Fluoreszenzlicht wird vom Objektiv 21 ge- 
sammelt und tritt nach Passieren des Objektivs 21 durch den 
Strahlteiler 19 des Filterwtirf els 17 hindurch. 

Die in Richtung auf eine Kamera 22 weisende Austrittsf lache 
^|^.0 des Filterwtirf els 17 ist mit einem zweiten Spektralf ilter 
W&W 23 versehen, welches nur das von der Probe 20 kommende 
Fluoreszenzlicht hindurchiafit . Zwischen dem Filterwtirf el 17 
und der Kamera 22 ist ein Abbildungs tubus 24 vorhanden, der 
die Probenoberf lache auf eine ortsauf losende Empf angsf l&che 
15 iri der Kamera 22 abbildet. Oberlicherweise ist der Kamera 
22 eine Blende 25 vorgeordnet. 

Das hier gewahlte Ausftihrungsbei spiel wird fttr die Fluores^ 
zenzmikroskopie beschrieben. Deshalb ist der Filterwtirf el 
17 hinsichtlich seiner Gesamtfunktion als Farbteiler ausge- 
ftihrt. Wird mindestens eines der Spektralf ilter 18 bzw. 23 
entfernt und der Strahlteiler 19 als nicht-dichroitischer 
Teiler ausgeftihrt, so ist diese Mikroskopanordnung auch zur 
Abbildung und Vermessung ref lektierender Proben geeignet. 

Die Probe 20 ist auf einem Probentisch 38 positioniert, der 
in den Koordinatenrichtungen X und Y senkrecht zur opti- 
schen Achse des Objektivs 21 verstellbar ist. Dabei ist die 
optische Achse des Objektivs 21 senkrecht zur Schwerkraf- 
trichtung ausgerichtet, wahrend die Koordinatenrichtung Y 
parallel zur Schwerkraf trichtung ausgerichtet ist. 
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Mit dieser Mikroskopanordnung sind die Voraussetzungen far 
hochgenaue Messungen insbesondere an Biochips geschaffen, 
da der zu untersuchende Probenabschnitt weitestgehend homo- 
gen ausgeleuchtet wird. 

5 

Die Homogenitat des Beleuchtungslichts wird erf indungsgemaB 
noch weiter verbessert, wenn beispielsweise die Einstrahl- 
f lache 8 und/oder die Abstrahlf lache 9 der Homogenisie- 
rungseinrichtung 5, wie weiter oben bereits dargelegt, mit 
0 einer Struktur aus Mikrolinsen versehen sind. 

Die Ausftlhrung der Homogenisierungseinrichtung 5 als innen 
total-reflektierender transparenter Vollglasstab oder als 
innen verspiegelter Hohlstab, wie in Fig.l dargestellt, ist 
15 beispielhaft gewahlt. In einer anderen Ausfuhrungsform, wie 
in Fig. 2 gezeigt, kann die Homogenisierungseinrichtung 5 
auch flexibel als Glasf aserbundel 26 ausgefuhrt sein. 

Auch in diesem Fall kSnnen dem Glasf aserbundel 26 eine Ein- 
20 strahlflache 8 und eine Abstrahlf lache 9 zugeordnet und 
diese ebenfalls wie oben dargestellt mit Mikrolinsen struk- 
turiert sein. 

Zusatzlich oder auch anstelle der Abstrahlf lache 9 kann ei- 
25 ne Lichtstreuscheibe (zeichnerisch nicht dargestellt) vor- 
han'den sein, • wodurch die Homogenisierung der Strahlungs- 
intensitat weiter beeinflufit wird. 

Aus Grunden der ubersichtlichkeit sind in Fig.l und Fig. 2 
30 fur jeweils dieselben Baugruppen auch dieselben Bezugszei- 
chen verwendet worden. 
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Dies trifft auch far die Fig. 3 zu, die im wesentlichen den 
Aufbau der Mikroskopanordnung wie in Fig.l und Fig. 2 zeigt, 
jedoch mit dem Unterschied, dafi hier die Homogenisierurigs- 
einrichtung 5 aus zwei optischen Elementen 27 und 28 gebil- 
det ist, die beide an ihrer der Beleuchtungsquelle 1 zuge- 
wandten Lichteintrittsf lache eine Struktur aus Mikrozylin- 
derlinsen aufweisen. Dabei sind die Mikrozylinderlinsen mit 
ihrer Langsrichtung in beiden Fallen senkrecht zur opti- 
schen Achse .2 des Beleuchtungsstrahlengangs ausgerichtet, 
wobei allerdings die Langsrichtung der Mikrozylinderlinsen 
auf dem optischen Element 27 zur Langsrichtung der Mikrozy- 
linderlinsen auf dem optischen Element 28 urn 90° verdreht 
sind. 

Auch hierdurch wird, wie bereits weiter oben beschrieben, 
eine Homogenisierung der Intensitat des Beleuchtungslichts 
erzielt und damit die der Erfindung zugrundeliegende Aufga- 
be gelost. 

Aus Fig.l, Fig. 2 und Fig. 3 geht weiterhin hervor, dafl die 
erfindungsgemafie Mikroskopanordnung mit einer Autofokus- 
siereinrichtung ausgestattet ist, die im wesentlichen einen 
Autofokuslaser 29, eine Glasplatte 30 zur Einkopplung der 
vom Autofokuslaser 29 ausgehenden Laserstrahlung 31 in den 
Beleuchtungsstrahlengang, eine Autof okusaktorik, die weiter 
unten anhand Fig. 5 naher erlautert wird, sowie einen Auto- 
fokussensor 32 umfafit. 

Anhand Fig. 4 soli zunachst das Funktionsprinzip der Autof o- 
kussiereinrichtung naher erlautert werden. Wie aus Fig. 4 
ersichtlich ist, befindet sich zwischen dem Filterwurfel 17 
und dem Objektiv 21 die Glasplatte 30, von welcher der zur 



- 19 - 



7 677 DE 



v - 20 - 



Fokussierung genutzte Laserstrahl 31 durch das Objektiv 21 
hindurch auf die Probe 20 gelenkt wird. Die Glasplatte 30 
ist vorzugsweise auf der dem Autofokus laser 29 abgewandten 
Seite entspiegelt. Der Glasweg der Glasplatte 30 wird im 
5 Gesamt-Optik-Design rechnerisch beriicksichtigt . 

Die Laserstrahlung 31 wird von der OberflSche der Probe 20 
reflektiert, tritt in entgegengesetzter Richtung wieder 
durch das Objektiv 21 hindurch, passiert die Glasplatte 30 
und wird an dem Strahlteiler 19 des Filterwtirf els 17 in © 
Richtung auf den Bel euchtungs tubus 15 umgelenkt, tritt 
durch den Beleuchtungstubus 15 und den teiltransparenten 
Umlenkspiegel 14 hindurch und trifft danach auf den Autofo- 
kussensor 32, dem ublicherweise eine Blende 33 vorgeordnet 
15 ist. 

Der Laserstrahl 31 besitzt eine Wellenlange, die von dem 
Strahlteiler 19 des Filterwtirf els 17 zumindest uberwiegend ;■ 
reflektiert wird. Der teiltransparente Umlenkspiegel 14 ist 
20 fur die Wellenlange des Laserstrahls 31 hinreichend trans- 
parent, so dafi ein ausreichender Strahlungsanteil zum Auto- : Q 
fokussensor 32 gelangt. Der Autofokussensor 32 beinhaltet 
beispielsweise eine ortsauf losende Empf angsf lache (Position 
Sensitive Detector) , eine Vier-Quadranten-Fotodiode, eine 
25 CCD-Empfangs ze.il e oder einen flachigen CCD-Empf anger . 

Wird das Objektiv 21 in der dargestellten Richtung R ver- 
schoben, so andert sich auf der Empf angsf lache des Autofo- 
kussensors 32 die raumliche Verteilung der von der Pro- 
30' benoberflache ref lektierten Laserstrahlung. Dies ist ein 
Kriterium fur die aktuelle Fokusposition der Probe 20 rela- 
tiv zum. Objektiv 21. 
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Zum Zweck der Verschiebung in Richtung R ist das Objektiv 
21 mit einer parallel zur optischen Achse 2 des Beleuch- 
tungsstrahlengangs ausgerichteten Geradfuhrung 34 verbun- 
den, die einen positionsgenau ansteuerbaren Antrieb 37 auf- 
weist (vgl. Fig. 5) . Dabei ist der Signaleingang des Antrie- 
bes tiber eine Auswerte- und Ansteuereinrichtung (ebenso wie 
der Antrieb nicht zeichnerisch dargestellt) mit dem Signal- 
ausgang des . Auto fokus sensors 32 verbunden. Ein zu diesem 
Zweck zu schaffender Regelkreis ist aus dem Gebiet der Re- 
gelungstechnik hinreichend bekannt und mufl demzufolge hier 
nicht naher eriautert werden. 



Der Vollstandigkeit halber sei darauf hingewiesen, dafi zur 
15 Autofokussierung anstelle des eingekoppelten Laserstrahls 
31 prinzipiell auch die Beleuchtungsstrahlung zur Bestim- 
mung der Fokus lage genutzt werden kann. 



In Fig. 5 ist das Prinzip der Autof okusaktorik dargestellt. 
2 0 Diese dient dazu, das Objektiv 21 in Abhangigkeit von einem 
Stellbefehl in Richtung R der optischen Achse 2 des Be- 
leuchtungsstrahlengangs zu verschieben und dabei den Ab- 
stand zwischen der Probe 20 und dem Objektiv 21 zu veran- 
dern, urn den Fokuspunkt des Objektivs 21 in die gewunschte 
25 Lage relativ zur . Probe 20 zu bringen. Die Geradfuhrung 34 
ist! in Fig. 5 symbolisch dargestellt. 

Das Objektiv 21 ist dabei mit einem beweglichen Teil der 
Geradfuhrung 34 fest verbunden. tJber eine Wippe 35, die urn 
30 ein Drehgelenk 36 schwenkbar ist, ist das Objektiv 21 mit 
einem Antrieb 37, hier beispielsweise als Linearantrieb 
ausgebildet, verbunden. Als Linearantriebe sind geeignete 
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Antriebsmechanismen einsetzbar, wie beispielsweise motori- 
sierte Spindelantriebe, Piezo-Aktuatoren, Magnetkern- 
/Magnetspul-Stelleinrichtungen u.a. 

Wie bereits weiter oben beschrieben, ist der Signalausgang 
des Autofokussensors 32 in Fig, 4 mit einer zeichnerisch 
nicht dargestellten Auswerte- und Steuereinheit verbunden, 
die in Abhangigkeit von der aktuell ermittelten Fokuslage 
einen Steuerbef ehl far den Antrieb 37 generiert. Damit be- 
wirkt das Zusammenspiel von Autof okussensor 32 und Antrieb 
37 eine automat is ierte Einstellung der optimalen Fokuslage, 
so da£ sich die Probe 2 0 exakt in der Objektebene befindet 
und scharf auf die Empfangsf lache der Kamera 22 abgebildet 
wird. 

In Fig. 6 ist eine besonders im Hinblick auf die Autof okus- 
sierung vorteilhaf te Ausgestaltungsvariante der erfindungs- 
gemafien Mikroskopanordnuhg dargestellt. Die Zeichnung deu- 
tet an, dafl die Flachennonaale des Spektralf ilters 18 nicht 
parallel zur optischen Achse des Beleuchtungstubus 15-aus- 
gerichtet ist, sondern mit dieser optischen Achse einen 
Winkel a von beispielsweise 5° einschliefit . 

Damit wird erreicht, dafi das an der Eintrittsf lache reflek- 
tierte Beleuchtungslicht nicht zum Autof okussensor 32 ge- 
langt, so dafi eine Ubersteuerung des Autofokussensors 32 
durch dieses in Bezug auf die Autof okussierung Falschlicht 
vermieden wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung, die zeichne- 
risch nicht dargestellt ist, ist das erste Spektralf ilter 
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18 auf einer Halterung angeordnet, welche die Anderung der 
Neigung seiner Flachennormalen und damit die Bee influs sung 
des am er'sten Spektralf ilter 18 ref lektierten Lichts ermog- 
licht. .Beim Betreiben der Mikroskopanordnung werden die 
Neigungsrichtung und der Winkel a dann so eingestellt, daB 
storende Reflexe den Auto fokus sens or 32 minimal belasten 
und so eine optimale Ermittlung der aktuellen Fokusposition 
moglich ist. 

Wie in Fig. 7 dargestellt kann in ahnlicher We'ise vorgesehen 
sein, daB auch die Flachennormale des zweiten Spektralfil- 
ters 23 mit der optischen Achse 42 des Abbildungsstrahlen- 
gangs einen Winkel einschliefit, der im Bereich von 1° bis 
20°, vorzugsweise bei 5° liegt. Der Zweck der Neigung des 
zweiten Spektralf ilters 23 besteht darin zu verhindern, daB 
der von der Empf angsf lache in der Kamera 22 reflektierte 
Anteil des Abbildungslichts wieder zum zweiten Spektralfil- 
ter 23 und von dort wiederum zur-uckgeworf en nochmals zur 
Empf angsf lache gelangt, • wodurch Sekundarbilder bzw. Fehlab- 
bildungen entstehen kOnnten. 

Dabei kann wie bereits anhand des ersten Spektralf ilters 18 
in Fig. 6 erlautert, das zweite Spektralf ilter 23 auf einer 
Kippeinrichtung angeordnet sein, welche die Verstellung des 
Neigungswinkels und der Neigungsrichtung ermoglicht, so daB 
auch hier wahrend des Betriebes der Mikroskopeinrichtung 
eine Einstellung des Neigungswinkels gefunden werden kann, 
bei der storende Reflexe das Empf angssignal der Kamera 22 
gar nicht oder nur minimal . verfalschen. 
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Die erfindungsgemafle Mikroskopanordnung zeichnet sich wei- 
terhin durch eine besonders vorteilhafte Antriebseinrich- 
tung aus, mit welcher der Probentisch 38 gekoppelt ist. 
Dies ist in Fig. 8 symbolisch dargestellt. ■ 

In Fig. 8a befindet sich beispielsweise neben dem Objektiv 
21, dessen optische Achse senkrecht zur Schwerkraftrichtung 
ausgerichtet ist, der Probentisch 38, der in den Koordina- 
tenrichtungen X und Y senkrecht zur optischen Achse des Ob- 
jektivs 21 verstellbar ist. Dabei stimmt die Koordinaten- 
richtung Y mit der Schwerkraftrichtung uberein. 

Fig. 8b zeigt einen Blick in Richtung A (vgl. Fig. 8a), d.h. 
in Richtung der optischen Achse auf die Probe 20, die bei- 
spielsweise in einem nicht dargestellten Probentrager auf- 
gehommen sein kann. 

In Fig. 8b sind die Verstellrichtungen in den Koordinaten Y 
und X eingezeichnet, in denen mittels einer Stelleinrich- 
tung eine definierte Positionsanderung des Probentisches 38 
und somit der Probe 20 senkrecht zur optischen Achse des 
Objektivs 21 erfolgt. 

Dabei hat sich bewahrt, dafi die Verstelleinrichtung einen 
Spindelantrieb zur Positionsanderung des Probentisches 38 
in der Koordinatenrichtung Y und einen Piezoantrieb zur Po- 
sitionsanderung des Probentisches 38 in der Koordinaten- 
richtung X aufweist. Der Spindelantrieb ist vorteilhaft mit 
einem Schrittmotor gekoppelt, der ebenso wie der Piezoan- 
trieb eine definierte elektronische Ansteuerung ermSglicht. 
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Da die Verstellung in der Koordinate Y in Richtung der 
Schwerkraft erfolgt, mufl die auf den Probentisch 38 wirken- 
de Schwerkraft kompensiert werden, wozu ein Spindelantrieb 
vorteilhaft geeignet ist. Dagegen erm6glicht der ftir die 
Verstellung in der Koordinate X gewahlte Piezoantrieb eine 
verhaltnismafiig schnelle Linearbewegung, die im gewahlten 
Ausftihrungsbeispiel auch der Tatsache entgegenkommt, dafi 
die Probe in X-Richtung eine grefiere Ausdehnung aufweist 
als in Y-Richtung. Lineare Piezoantriebe, die auf der Basis 
piezokeramischer Schwingstabe arbeiten, sind aus der Tech- 
nik bekannt und mtissen deshalb hier nicht naher erlautert 
werden. 

Der Spindelantrieb und der Piezoantrieb werden so angesteu- 
ert, dafi die Verschiebung in den Richtungen X und Y in 
Schritten erfolgt, die der Grofie des Objektfeldes des Ob- 
jektivs 21 entsprechen. Auf diese Weise wird eine Vielzahl 
von Einzelaufnahmen der Probenoberf lache gewonnen, die in 
' einer Auswerteelektronik gespeichert und zu einem Gesamt- 
bild zusammengesetzt werden, was auch sukzessive nach jeder 
Einzelaufnahme vorgenommen werden kann. 

Anhand Fig. 9 ist dargestellt, wie eine kartuschenartige 
Probe 20, die ein Reservoir fur eine Fltissigkeit 39 auf- 
weist, mit der erf indungsgemafien Mikroskopanordnung vermes- 
sen werden kann. Dabei befinden sich an der Glas/Fliissig- 
keits-Grenzf lache zu untersuchende f luoreszierende Substan- 
zen, z.B. f luoreszenzmarkierte DNA oder Proteine. Der Fo- 
kuspunkt des Objektivs 21 wird mit Hilfe der Autofokus- 
siereinrichtung exakt auf diese Grenzf lache eingestellt. 
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Aufgrund der horizontalen, d.h. senkr'echt zur Schwerkraft- 
richtung ausgerichteten optischen Achse des Objektivs 21 
konnen sich Luftblasen, die sich haufig an Glas/Fltissig- 
keits-Grenzflachen bilden, am Ort 40 oberhalb des Fliissig- 
5 keitspegels sammeln. 

Da kartuschenartige Proben 20 oftmals aus \inprazise herge- 
stellten Kianststof f teilen bestehen, ist erf indungsgemafi ei- 
ne Nivelliervorrichtung 41 vorgesehen, die es gestattet, 

0 die Glas/Fltissigkeits-Grenzflache exakt senkrecht zur opti- Q 
schen Achse des Obj,ektivs 21 auszurichten, indem die Pro- 
benoberf lache ' gegen die Auf lagef lache des Probentisches 38 
verkippt Wird und damit die Fla-chennormale der zu untersu- 
chenden Grenzflache an der Probe 20 parallel zur optischen 

15 Achse des Objektiv 21 ausgerichtet wird. 

Die Erfindung ist in besonderem Mafie fur f luoreszenzmikro- 
skopische Anwendungen geeignet, sie kann, wie bereits dar- • 
gelegt, ohne weiteres aber auch fur reflektive Oberflachen- 
20 untersuchungen verwendet werden. 
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Bezugs zei chenl i s te 



1 Bel euchtungs que 1 1 e 

2 optische Achse des Beleuch- 
tungs s t r ahl engangs 

3 Graufilter 

4 erste optische Baugruppe 

5 Homogenisierungseinrichtung 

6 zweite optische Baugruppe 

7 Lichteintrittsflache 

8 Einstrahlf lache 

9 Abstrahlf lache 

10 Feldblendenebene 
15 11 Feldblende 

12 Shutter 

13 Rotationsmotor 

14 teiltransparenter Umlenkspiegel 

15 Beleuchtungstubus 
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Autpfokuslaser 
Glasplatte 
Laser strahlung 
Autof okussensor 
Blende 

Geradftihrung 
Wippe 

Drehgelenk 

Antrieb 

Probentisch 

Fltissigkeit 

Ort 

Nivelliervorrichtung 

optische Achse des Abbildungs- 

strahlengangs 
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Paten tanspruche 



Mikroskopanordnung, umfassend 

eine Beleuchtungsquelle (1)'," optische Baugruppen zur 
Erzeugung eines Beleuchtungsstrahlengangs und ein Ob- 
jektiv (21), durch das der Beleuchtungsstrahlengang auf 
eine Probe (20) gerichtet ist, die sich in der Objek- 
tebene des Objektivs (21) oder in deren Nahe befindet, 
sowie 

optische Baugruppen zur Erzeugung eines auf die Emp- 
fangsflache einer Kamera (22) gerichteten Abbildungs- 
strahlengangs, dadurch gekennzeichnet, dafi eine Homoge- 
nisierungseinrichtung (5) zur Vergleichmafiigung der In- 
tensitat des Beleuchtungslichts, das auf den zu unter- 
suchenden Probenabschnitt trifft, vorhanden ist. 

Mikroskopanordnung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Homogenisierungseinrichtung (5) als 
Lichtleiter ausgebildet ist mit einer der Beleuchtungs- 
quelle (1) zugewandten Einstrahlf lache (8) und einer 
dem Objektiv (21) zugewandten Abstrahlf lache (9) fur 
das Beleuchtungslicht . 

Mikroskopanordnung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
' zeichnet, daB der Lichtleiter als innen verspiegelter 
Hohlstab, als innen total-ref lektierender, transparen- 
ter Vollstab, als Fliissigkeitslichtleiter oder in Form 
eines Glasf aserbundels (26) ausgefuhrt ist. 

Mikroskopanordnung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der optisch wirksame Querschnitt des 
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Lichtleiters kreisrund, quadratisch oder rechteckig 
ausgeftlhrt ist. 

Mikroskopanordnung nach einem der Ansprttche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Ein- und/oder die Ab- 
strahlflache (8,9) der Homogenisierungseinrichtung (5) 
mit einer Mikrolinsenstruktur versehen ist, wobei eine 
Vielzahl runder, quadratischer, wabenformiger oder zy- 
linderformiger Mikrolinsen mit jeweils einem Linienra- 
dius von etwa 100 pm bis 1000 pia nebeneinander angeord- 
net sind. 

Mikroskopanordnung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJJ 

als Homogenisierungseinrichtung (5) zwei im Beleuch- 
tungsstrahlengang aufeinander folgende, mit Mikrozylin- 
derlinsen strukturierte optische Bauelemente (27,28) 
vorgesehen sind, wobei 

die Langsrichtung der Mikrozylinderlinsen auf beiden 
Bauelementen (27,28) senkrecht zur optischen Achse (2) 
des Beleuchtungsstrahlengangs ausgerichtet sind, und 
wobei 

die L&ngsrichtung der Mikrozylinderlinsen auf dem einen 
Bauelement (27) mit der Langsrichtung der Mikrozylin- 
derlinsen auf dem anderen Bauelement (28) einen Winkel 
von 90° einschliefit • 

Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprti- 
che, dadurch* gekennzeichnet, dafi Mittel zur Abbildung 
der Abstrahlflache (9) in die Feldblendenebene (10) der 



7677 DE 



- 3 - 



Mikroskopanordnung sowie Mittel zur Abbildung der Feld- 
blendenebene (10) in die Objektebene vorhanden sind. 

8. Mikroskopanordnung nach einem. der vorgenannten Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die optisch wirksame 
Flache einer in der Feldblendenebene (10) angeordneten 
Feldblende (11) streif enartig oder schachbrettartig 
strukturiert. ist, wobei in der Struktur transparent e 
und intransparente Teilflachen alternieren. 

9. Mikroskopanordnung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der Feldblende (11) ein ansteuerbarer 
Shutter (12) vorgeordnet ist, der zur Verdunklung aus- 
wahlbarer Flachenbereiche der Feldblende (11) dient. 

10. Mikroskopanordnung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi 

der Feldblende (11) im Beleuchtungsstrahlengang ein. 
teildurchlassiger Umlenkspiegel (14) nachgeordnet ist, 
von dem der uberwiegende Teil des Beleuchtungslichts 
durch einen der Parallelisierung des Beleuchtungslichts 
dienenden Beleuchtungstubus (15) und 

durch ein erstes Spektralf ilter (18) zur Auswahl eines 
zur Anregung vorgesehenen Anteils des Beleuchtungs- 
lichts hindurch 
_ ' auf einen Farbteiler, bevorzugt einen dichroitischen 
Spiegel, oder einen teiltransparenten Spiegel trifft 
und 

von dessen Teilerflache (19) durch das Objektiv (21) 
hindurch auf die Probe (20) gelenkt wird. 
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11. Mikroskopanordnung nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet/ daB 

das von der Probe (20) emittierte Fluoreszenzlicht zu- 
ruck durch das Objektiv (21) tritt, 
5 - die Teilerflache (19) des Farbteilers oder teiltranspa- 
renten Spiegels passiert und 

nachfolgend durch ein zweites Spektralf ilter (23) , das 
fUr das Emissionslicht durchlassig ist, und durch 
einen Abb il dungs tubus (24) hindurch zu der Kamera (22) 
10 gelangt. O 

12. - Mikroskopanordnung nach Anspruch 10 oder 11, dadurch 

gekennzeichnet, dali der Bel euchtungs tubus (15) und der 
Abbildungstubus (24) aus identischen optischen Baugrup- 
15 pen ausgefuhrt sind. 

13. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprtt- 
che, dadurch gekennzeichnet, daJJ dem Objektiv (21) ein 
abnehinbares Ausgleichsglas vorgeordnet ist, wodurch 

20 wahlweise mit Ausgleichsglas auf einer dem Objektiv 

(21) zugewandten Luf t/Festkorper-Grenzf lache der Probe ; Q 
(20) oder ohne Ausgleichsglas durch einen transparenten 
Probentrager hindurch gemessen werden kann. 

25 14. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi ein durch den teil- 
transparenten Umlenkspiegel (14) hindurchtretender An- 
teil des Beleuchtungslichts auf einen Monitordetektor 
(16) gerichtet ist, der zur Kontrolle der Intensitat 

30 des Beleuchtungslichts dient. 
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15. Mikroskopanordnung nach einem der Ansprtiche 10 bis 14; 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Flachehnormalen der 
Spektralfilter (18,23) mit der optischen Achse (2) des 
Beleuchtungsstrahlengangs bzw. mit der optischen Achse 

5 (42) des Abbildungsstrahlengangs einen Winkel im Be- 

reich von 1° bis 20° , vorzugsweise von 5°, einschlie- 
fien. 

16. Mikroskopanordnung nach einem der Ansprtiche 10 bis 15,- 
10 dadurch gekennzeichnet, daB das Spektralfilter (18) im 

Beleuchtungsstrahlengang und das Spektralfilter (23) im 
Abbildungsstrahlengang gemeinsam mit dem Farbteiler 
bzw. dem teildurchlassigen Spiegel als Filtervrtlrf el 
(17) ausgebildet sind. 

15 

17. Mikroskopanordnung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Filterwurfel (17) mit mindestens ei- 
nem weiteren Filterwiirf el, der sich von dem ersten Fil- 
terwurfel (17) hinsichtlich seiner Auslegung fur die 

20 Anregungs- und Emissionswellenlangen des Beleuchtungs- 

lichts unterscheidet, auf einer Wechseleinrichtung, be- 
| vorzugt einem Wechselrad angeordnet ist. 

18. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprti- 
25 che, dadurch gekennzeichnet, daB in den Beleuchtungs- 

' strahlengang ein gegen dessen optische Achse (2) ge- 
neigtes Graufilter (3) einschwenkbar ist, wobei die 
Flachennormale auf die Lichteintrittsf lache (7) des 
Graufilters (3) mit der optischen Achse (2) des Be- 
30 leuchtungsstrahlengangs einen. Winkel im Bereich von 5° 

bis 15° einschlieBt. 
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9. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die Beleuchtungsquelle 
(1) iiber eine losbare mechanische Verbindung mit den 
librigen Baugruppen der Mikroskopanordnung verbunden 
ist . 

0. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Objektiv (21) auf 
einer Geradftihrung (34) parallel zu seiner optischen 
Achse verschiebbar anordnet und zu diesem Zweck mit ei- 
ner motorisch angetriebenen Stelleinrichtung gekoppelt 
ist • 

21. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Objektiv (21) mit 
mindestens einem weiteren Objektiv, das sich bezttglich 
seiner optischen Eigenschaf ten vom ersten Objektiv (21) 
unterscheidet, auf einer Wechseleinrichtung, bevorzugt 
einem Objektivrevolver, befindet. 

22. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB 

eine Autof okussiereinrichtung vorgesehen ist, die einen 
Autofokuslaser (29), einen Autof okussensor (32) und ei- 
ne Autofokusaktorik umfaBt, sowie 
- ' Mittel zur Einkopplung eines Laserstrahls (31) fur die 
Autof'okussiereinrichtung in den Beleuchtungsstrahlen- 
gang vorhanden sind. 

23. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Ansprtt- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB als Kamera (22) eine 
CCD- Oder CMOS-Kamera vorgesehen ist. 
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24. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten Anspril- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die optische Achse des 
Objektivs (21) senkrecht zur Schwerkraf trichtung ausge- 
richtet ist. 

25. Mikroskopanordnung nach einem der vorgenannten AnsprU- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Aufnahme der Probe 
(20) ein in den Koordinatenrichtungen X und/oder Y 
senkrecht zur optischen Achse des Objektivs (21) ver- 
stellbarer Probentisch (38) vorgesehen ist, wobei die 
Koordinatenrichtung Y parallel zur Schwerkraf trichtung 
verlauft. 

26. Mikroskopanordnung . nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Probentisch (38) mit einem Piezoan- 
trieb und/oder mit einem Spindelantrieb gekoppelt ist, 
wobei bevorzugt zur Verstellung in Koordinatenrichtung 
X der Piezoantrieb und in der Koordinatenrichtung Y der 
Spindelantrieb vorgesehen sind. 

27. Mikroskopanordnung nach Anspruch 25 oder 26, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Probentisch (38) mit einer Ni- 
velliereinrichtung (41) zur Einstellung der Neigung der 
Probenoberfiache relativ zur optischen Achse des Objek- 

' tivs (21) gekoppelt ist. 

28. Mikroskopanordnung nach einem der Ansprtiche 25 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Probe (20) mittels ei- 
nes Probenhalters auf dem Probentisch (38) angeordnet 
ist, wobei Probenhalter und Probentisch (38) 16sbar 
miteinander verbunden sind. 



7677 DE 




4/9 




5/9 





Fig.6 
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